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摘要: 研究了三氯氧磷辅助下 L-羟脯氨酸的成肽反应, 建立了采用反相高效液相色谱-质谱 /质谱联用技术分离鉴
定羟脯氨酸寡肽混合物的方法,优化了 L-羟脯氨酸寡肽混合物的色谱分离条件。实验以 YWG C8柱 ( 10 Lm, 250
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Abstract: A reversed-phase high perform ance liquid chrom atographic-electrospray ionization
tandem mass spectrom etric method (RP-HPLC /M S
2
) was developed for the analysis and ident-i
fication of a reactionm ixture ofL-hydroxyproline oligo-peptides. The m ixture w as separated on
a YWG C8 column (10 Lm, 250 mm @10mm ) us ing acetonitrile-water contain ing 0. 06% triflu-
oroacetic acid ( 2B98, v /v) as the mobile phase. The separation conditions were optim ized.
The m ixture w as ana lysed w ith electrospray ionization mass spectrometry ( ESI-M S) and ESI-
MS /MS in pos itive mode. MS and M S
2
spectra of indiv idual chrom atographic peak were ob-
tained. It indicated that there were hydroxyproline dipeptide, hydroxyproline tripeptide and
hydroxyproline cyclo-dipeptide in the m ixtures, besides hydroxyproline. The described method
can be effectively applied to perform identification of hydroxyproline oligo-peptide m ixtures.
K ey words: reversed-phase high performance liquid chromatography ( RP-HPLC); electrospray
ionization tandem mass spectrometry (ESI-MS/M S); L-hydroxyproline oligo-pep-
tide m ixture
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广泛的应用
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  Bruker Esquire 3000离子阱液相色谱-质谱仪;
Agilent 1200半制备高效液相色谱仪。
  L-羟脯氨酸 (上海源聚生物科技有限公司, 进口
分装 ), 三氯氧磷 (分析纯, 使用时需重蒸, 上海化学
试剂公司 ), 乙腈 (色谱纯, 天津四友公司 ),三氟乙
酸 (TFA) (分析纯, 郑州派尼化学试剂厂 ),实验用
水均为二次重蒸水。
1. 2 高效液相色谱和质谱条件
  高效液相色谱条件: 色谱柱为 YWG C8柱 ( 10
Lm, 250mm @ 10 mm ); 紫外检测波长为 214 nm,
柱温为室温。流动相为 0106% TFA水溶液-乙腈
(体积比为 98B2), 流速为 110 mL /m in; 进样量为
10 LL。
  质谱条件: ESI离子源, 正离子检测模式, 喷雾
电压为 4 000 V,喷雾气 (N2 )压力为 172125 kPa( 25
psi), 干燥气 ( N2 )流速为 7 L /m in, 干燥温度为
300 e 。
1. 3 L-羟脯氨酸与 POCl3的成肽反应
  将 1215 mmol( 1164 g )的 L-羟脯氨酸、1215
mmol POC l3 (1115mL)置于 100 mL乙腈中, 于 20



















离 , 图 1- b中峰 1对应 L-羟脯氨酸二肽 , 峰 2对应
图 1 样品在不同色谱柱下的色谱分离图
Fig. 1 Chromatogram s of a reac tion product
on d ifferen t co lumns
  a. C18 column. 1. the m ixture of L-hydroxyproline,
L-hydroxyproline dipeptide and L-hydroxyproline tr ipeptide; 2.
L-hydroxyproline cyclo-dipeptide.
  b. C8 co lumn. 1. L-hydroxyprol ine dipeptide; 2.
L-hydroxyproline tripeptide; 3. L-hydroxyprol ine cyc lo-dipep-
tide.
L-羟脯氨酸三肽,峰 3对应 L-羟脯氨酸环二肽。
2. 1. 2 洗脱条件的选择与优化
  以乙腈-水作为流动相对合成产物进行分离时,
各组分不能很好地分离 (如图 2-a所示 )。图 2-a中








最常用的离子对试剂, 且 TFA易挥发, 有利于制备
分离后样品的后处理。实验发现,加入 TFA后分离
度及峰形均得到明显改善,符合分离要求。







选择在流动相中添加 0. 06% 的 TFA。在此流动相
#525#
色 谱 第 25卷
图 2 不同流动相对 L-羟脯氨酸寡肽分离的影响
F ig. 2 Chromatogram s of L-hydroxyprolin e
o ligo-peptide m ix ture u sing d ifferen tmob ile phases
a. mobile phase, acetonitrile-w a ter ( 3B97, v /v). 1. the
m ixture of L-hydroxyproline and the impur ities; 2. the m ixture
of L-hydroxyproline dipeptide, L-hydroxyproline tripeptide and
L-hydroxyproline cyc lo-dipeptide.
  b. m obi le phase, acetonitri le-w ater contain ing 0106% TFA
( 2B98, v /v ). 1. L-hydroxyproline d ipeptide; 2. L-hydroxypro-
line tr ipeptide; 3. L-hydroxyproline cy clo-d ipeptide.
条件下等度洗脱,比较了乙腈体积分数分别为 3% ,
2%, 115%时的分离情况。结果表明, 采用 3% 乙腈
作为流动相时, L-羟脯氨酸二肽和三肽与邻近杂质




  在无标准对照品的情况下,利用 ESI-MS对 RP-
HPLC分离出的各组分峰进行鉴定。由 ESI-M S检
测结果 (见图 3)可知, 图 2-b中保留时间在 20116
m in处的准分子离子峰为m /z 245的组分相对分子
质量为 244; 23135 m in处的准分子离子峰为m /z
227的组分相对分子质量为 226,m /z 453和m /z
475的峰分别为该组分的二倍体峰及二倍体加钠




加以解析。m /z为 245, 227, 358的分子离子峰的
二级质谱图见图 4。在正离子模式下, 在 m /z 245
分子离子峰的二级质谱中可以观察到m /z 132, 86
以及m /z 68的碎片离子峰。m /z 132为目标分子
脱去一分子 L-羟脯氨酸残基的碎片离子峰; L-羟脯
氨酸单体 (m /z 132)脱去一分子甲酸得到 m /z 86
的碎片离子峰; 继而脱去一分子水得到 m /z 68的
碎片离子峰。在m /z 227分子离子峰的二级质谱
中可以观察到 m /z 114, 86, 68的碎片离子峰。目
标分子均裂形成两分子羟脯氨酸残基, 即为 m /z
114碎片离子峰;m /z 86的碎片离子峰由 L-羟脯氨
酸残基脱去一分子一氧化碳而得。在 m /z 358分
子离子峰的二级质谱中观察到了 m /z 245, 227,
199, 132以及m /z 114的碎片离子峰。m /z 245为
目标分子脱去一分子 L-羟脯氨酸残基的碎片离子
峰, 继而脱去一分子水形成 m /z 227的碎片离子




征。经上述分析可知分子离子峰为m /z 245, 227,
358的各组分分别对应 L-羟脯氨酸二肽、L-羟脯氨
酸环二肽和 L-羟脯氨酸三肽。
图 3 反应产物的 ESI-MS分析
Fig. 3 ESI-MS analys is of the reaction product
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图 4 各产物的 ESI-MS /MS裂解图
F ig. 4 ESI-MS /MS spectra of the reactionm ixture
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